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Attivazione di MAP-chinasi in linfociti T di pazienti con Sindrome Coronarica Acuta 
 
Le sindromi coronariche acute (SCA) costituiscono una delle principali cause di morbidità e 
mortalità nei paesi occidentali (26). L’identificazione precoce di ischemia miocardica e la diagnosi 
accurata di SCA rappresentano un obiettivo centrale al fine di orientare la scelta degli interventi 
terapeutici e consentire una valutazione prognostica (1, 36). La combinazione di una anamnesi 
accurata, un esame obiettivo e la misurazione dei livelli circolanti di troponine cardiache (cTn) e 
dell’isoforma MB delle creatin-chinasi (CK), assieme alla valutazione dei risultati di ECG ed 
ecocardiografia aiuta il medico nell’individuazione dei pazienti con SCA (37, 39). Tuttavia, la 
disponibilità di un esame diagnostico in grado di individuare precocemente i pazienti con un elevato 
rischio di complicanze nonostante sintomi atipici o segni clinici di dubbia interpretazione 
permetterebbe di sviluppare strategie mirate al contenimento del rischio di eventi cardiovascolari. 
L’attivazione dei processi infiammatori, tipica della fisiopatologia dell’aterosclerosi, può innescare 
una cascata di eventi che induce l’infiltrazione di cellule immunitarie, l’attivazione e l’aggregazione 
piastrinica, fino a provocare la rottura della placca ateromasica e l’occlusione arteriosa intermittente, 
che rappresentano il substrato fisiopatologico della SCA (30). In linea con tale teoria, numerosi 
biomarcatori sono stati valutati in tale contesto clinico. In particolare, il dosaggio dei livelli di 
proteina creattiva (PCR)  in pazienti con SCA ha dimostrato un valore prognostico. Anche il 
numero di linfociti T attivati è incrementato nel sangue periferico di soggetti affetti da patologie 
cardiovascolari (9). Tali evidenze suggeriscono che l’attivazione infiammatoria caratteristica delle 
SCA potrebbe essere individuata sistemicamente attraverso marcatori rilevabili nel sangue 
circolante (2, 3, 8, 27). Tuttavia, nonostante i biomarcatori di infiammazione possano fornire 
informazioni strategiche al clinico oltre a quelle provenienti dai marcatori di necrosi miocardica, il 
significato prognostico di questi è ancora dibattuto in relazione alla loro capacità di migliorare la 
cura dei pazienti (4, 25, 29, 34, 35). L’infiammazione e altre forme di stress cellulare sono in grado 
di elicitare risposte biochimiche (10, 46) e successivamente di attivare cascate di trasduzione del 
segnale, come ad esempio la via delle protein-chinasi attivate da mitogeno (MAPK), che agisce 
fosforilando vari substrati intracellulari inclusi alcuni fattori di trascrizione, regolando in tal modo i 
processi cellulari in risposta a stimoli extracellulari specifici (19, 21). La famiglia delle MAPK 
include tre sottogruppi principali, le chinasi regolate da segnali extracellulari (ERK1/2), Jun N-
terminal Kinase (JNK) e la chinasi p38 (43). In particolare, nel sistema cardiovascolare ERK 1/2 è 
coinvolta in diverse cascate di fosforilazione in serina/treonina che controllano la proliferazione 
cellulare, la differenziazione, la sopravvivenza e la motilità in risposta a vari stimoli extracellulari 
quali mitogeni, fattori di crescita e citochine (13), in maniera analoga l’attivazione di JNK è stata 
dimostrata dopo schock cellulare iperosmotico, o in conseguenza a basse concentrazioni di inibitori 
della sintesi proteica quali l’anisomicina, l’agente cardiotossico daunomicina, ed in risposta ad 
ipossia o stress ossidativo, o ancora in risposta a stiramento meccanico o stimolazione elettrica (31). 
Anche l’attivazione di p38 è stata associata a diverse condizioni cardiovascolari, come nel 
precondizionamento ischemico sperimentale in modelli di ratto (23), nel coniglio (18) e nel maiale 
(40, 41). Più recentemente, è stato osservato che l’inibizione di p38 è in grado di aumentare il 
numero di cellule vasogeniche circolanti e di migliorare la capacità funzionale di cellule 
proangiogeniche, rallentando così la progressione della malattia aterosclerotica (42).  
Ad oggi, non è noto se le proteine MAPK siano attivate in cellule infiammatorie circolanti in 
risposta all’ischemia miocardica acuta in pazienti con SCA. Inoltre, non è mai stato valutato se 
un’attivazione differenziale delle vie di trasduzione del segnale possa essere modulata dal contesto 
fisiopatologico delle SCA. Se l’attivazione delle MAPK fosse proporzionale all’estensione 
dell’ischemia miocardica partendo da una parziale attivazione delle MAPK nell’angina instabile 
fino all’attivazione completa nei pazienti con NSTEMI e STEMI, la sua misurazione potrebbe 
rappresentare un prezioso test diagnostico ai fini della stratificazione del rischio nei pazienti con 
SCA. 
Pertanto scopo di questo studio è stato valutare l’attivazione delle MAPK in linfociti T di pazienti 





Sono stati arruolati nello studio ottantuno pazienti consecutivi ricoverati presso il Dipartimento di 
Cardiologia dell’Università Magna Grecia per eseguire un’angiografia coronarica. Tutti i pazienti 
hanno rilasciato il consenso informato a partecipare allo studio, che è stato condotto in accordo con 
i principi della Dichiarazione di Helsinky ed è stato approvato dal Comitato Etico locale. I pazienti 
sono stati assegnati a differenti gruppi a seconda delle caratteristiche cliniche, angiografiche e dei 
risultati di laboratorio. Il gruppo I include 21 pazienti con angina pectoris stabile (CAD), evidenza 
clinica di classe II e III della Canadian Cardiovascula Society, ed almeno 1 stenosi coronarica 
evidenziata con esame angiografico (riduzione del 75% del diametro del lume). Il gruppo II 
includeva 22 pazienti con angina instabile (UA). Tutti i pazienti con UA avevano presentato dolore 
toracico a riposo nelle 12 ore precedenti senza evidenza di infarto del miocardio (MI) come 
dimostrato dalla negatività dei marcatori di necrosi (CK-MB o Troponina I). In tutti i pazienti del 
gruppo II la coronarografia ha dimostrato una lesione responsabile. Il gruppo III include 19 pazienti 
con infarto miocardico senza sopraslivellamento del tratto ST ( NSTEMI) che si sono presentati 
entro 12 ore dall’inizio del dolore, con un rialzo dei livelli sierici di cTnI ed evidenza angiografica 
di lesioni coronariche. Infine i pazienti con sopraslivellamento del tratto ST (STEMI, N=19), 
documentato da un aumento dei valori di CKMB e cTnI, ricoverati entro 12 ore dall’inizio del 
dolore toracico sono stati inclusi nel gruppo IV. I pazienti sono stati sottoposti a coronarografia e 
rivascolarizzazione coronarica, se necessario, durante il ricovero. Per allestire un gruppo di 
controllo sono stati inoltre reclutati dalla banca dei donatori di sangue dei volontari sani (CTRL, 
N=20) senza segni clinici di CAD e senza fattori di rischio cardiovascolari.  
I seguenti criteri di esclusione sono stati identificati prima dell’inizio dello studio: MI nei 6 mesi 
precedenti, precedenti procedure di rivascolarizzazione, condizioni infiammatorie associate con una 
risposta di fase acuta, malattie autoimmuni, patologie neoplastiche, insufficienza epatica avanzata, 
insufficienza renale o grave insufficienza cardiaca (classi NYHA III-IV).   
Nei gruppi I-IV, prelievi di sangue per l’analisi delle MAP-chinasi sono stati ottenuti al ricovero. La 
misurazione di CKMB e di cTnI è stata effettuata secondo le attuali linee guida, secondo le 
procedure di routine del nostro Istituto.   
 
Isolamento di cellule mononucleate del sangue periferico e analisi di citometria a flusso. 
I prelievi di sangue periferico sono stati effettuati su tutti i pazienti con una provetta Vacutest 
KIMA con K3EDTA. L’isolamento delle cellule mononucleate è stato effettuato con 
centrifugazione in gradiente di densità su Ficoll (Biochrom AG). Le cellule mononucleate sono 
state risospese in un tampone di incubazione freddo (PBS 1x, BSA 0.5%) (Becton-Dickinson) e 
sono state incubate con 10 µl di anticorpi CD3-PE o CD19-PE (diretti contro antigeni di superficie 
esposti, rispettivamente da linfociti T e B) a 4°C per 30 minuti al buio. Poi, dopo lavaggio degli 
anticorpi nel tampone di incubazione, le cellule sono state fissate con paraformaldeide 2% (Sigma-
Aldrich) per 10 minuti a 30°C, e permealizzate con metanolo 90% freddo (Sigma-Aldrich) per 30 
minuti a 4°C. Le cellule sono state quindi risospese con un tampone di incubazione e 
successivamente incubate con anticorpi fosfo-ERK1/2, fosfo-p38 e fosfo-JNK per 1 ora a 
temperatura ambiente. Dopo tale incubazione, le cellule venivano risciacquate ed incubate con 
anticorpi monoclonali anti-coniglio coniugati con FITC (Jackson Immuno research laboratories). 
Sono stati analizzati un totale di 30000 eventi in una specifica uscita, con citometro a flusso FACS 




Analisi di immunoblotting. 
Per confermare i dati ottenuti mediante citometria a flusso, è stata condotta un’analisi di 
immunoblotting in altri 28 pazienti. In breve, le proteine sono state estratte dai linfociti T dei 
soggetti CTRL (N=5) e dei pazienti con malattia coronarica acuta e cronica (CAD, N=5; UA, N=6; 
NSTEMI, N=6; STEMI, N=6) ottenuti come descritto. Quaranta microgrammi di proteine totali 
sono state separate da SDS-PAGE, trasferite su un filtro di nitrocellulosa attraverso un sistema 
semi-asciutto trans-blot (Biorad) e ibridizzate con anticorpi primari differenti per MAPK attivate:  
phospho-ERK1/2, phospho-JNK, phospho-p38, e normalizzate da anticorpi che riconoscono il 
totale ERK1/2, JNK e p38 (Cell signaling). I filtri di nitrocellulosa sono stati bloccati con albumina 
serica bovina 5% e sono stati usati degli anticorpi primari diluiti 1:1000 secondo le istruzioni del 
produttore (Cell Signaling Technology). Sono stati usati anticorpi secondari HRP-coniugati (Santa 
Cruz Biotechnology). Le bande di proteine specifiche sono state misurate mediante 
chemoluminescenza usando il sistema Chemidoc XRS (BioRad). I Western blots per l’espressione 
totale di ERK1/2,  JNK a p38 (anticorpi di Cell Signaling Technology) sono stati effettuati per 
normalizzare i livelli fosforilati per ogni proteina kinasi.  
 
Analisi statistica 
La significatività tra tutti i gruppi è stata determinata in  confronti multipli con l’analisi della 
varianza (ANOVA). Il metodo Bonferroni post-hoc è stato usato per individuare le differenze. Le 
capacità diagnostiche sui livelli di attivazione di fosfo-ERK1/2, fosfo-JNK e fosfo-p38 per UA, 
NSTEMI e STEMI ACS sono state valutate mediante ROC. Le aree sotto le curve ROC indicano 
l’accuratezza relativa dei test diagnostici. I valori inferiori a p 0.05 sono sati considerati 
statisticamente significativi.  
 
RISULTATI 
Le caratteristiche di base di tutti i pazienti arruolati sono ben bilanciate tra i gruppi, come riportato 
nella tabella 1. Le MAP-chinasi sono attivate nei linfociti T ma non in linfociti B di pazienti con 
SCA. 
I linfociti T sono attivati in maniera anomala durante la fase acuta della malattia aterosclerotica e 
possono essere considerati come nuovi biomarkers per una diagnosi precoce di SCA (16). In questo 
lavoro abbiamo verificato se l’attivazione delle MAPK fosse limitata ai linfociti T o coinvolgesse 
anche i linfociti B di pazineti con SCA (UA, n=5, NSTEMI, N=%, STEMI, N=%). Le cellule 
mononucleate isolate a fresco dai campioni di sangue sono state marcate con anticorpi  specifici per 
le forme fosforilate di ERK1/2, JNK e p38 oppure con anticorpi anti-CD3 (che riconoscono linfociti 
T) o anticorpi anti-CD18 (che riconoscono i linfociti B) e sono statte analizzate con metodica FACS 
(fluorescent activated cell sorting). In tutti i pazienti con SCA ERK1/2, JNK e p38 sono presenti in 
forma fosforilata solo nei linfociti T mentre sono per la maggior parte non fosforilati nei linfociti B 
(Fig.1). Quindi, abbiamo ristretto l’analisi dell’attivazione delle MAPK ai soli linfociti T, isolati 
mediante MACS (immunomagnetic bead cell sorting) dalle cellule mononucleate.  
 
ERK1/2 è attivato nei linfociti T di tutti i soggetti con SCA. 
L’attivazione di ERK1/2 è stata determinata mediante analisi FACS ed il livello di fosforilazione di 
ERK1/2 (fosfo-ERK1/2) riportato come intensità di fluorescenza per lo specifico anticorpo. 
I livelli di  ERK1/2 fosforilata erano significativamente incrementati nei pazienti UA, NSTEMI, e 
STEMI (fosfo-ERK1/2 negli UA= 40±18, nei NSTEMI= 26±15 e negli STEMI = 34 ± 23) rispetto 
ai soggetti di controllo  (phospho-ERK1/2 nei CTRL = 6 ± 3; p<0.05 vs. UA, NSTEMI e STEMI). 
Al contrario i livelli di ERK1/2 fosforilato non erano incrementati in pazienti con coronaropatia 
cronica (fosfo-ERK1/2 in CAD = 16±8; p = NS vs. UA, NSTEMI, STEMI e CTRL, figure 2, 3). 
Questi dati indicano dunque che la MAP-chinasi ERK 1/2 è attivata in linfociti T di  pazienti con 
SCA in risposta all’ischemia miocardica indipendentemente dalla presenza di necrosi miocitaria. 
 
JNK è attivata in linfociti T solo in pazienti con SCA con necrosi miocardica.     
É stato osservato un incremento statisticamente significativo di fosfo-JNK solo in pazienti con 
infarto miocardico rispetto ai pazienti con angina instabile (phospho-JNK = 36 ± 19 in pazienti 
NSTEMI e 40 ± 28 in pazienti STEMI; p<0.05 vs. UA, CAD e CTRL), laddove JNK non è 
significativamente attivata in UA (phospho-JNK = 12 ± 7) rispetto ai pazienti con CAD (10 ± 5; p = 
NS vs. UA), o rispetto ai controlli (CTRL: 4 ± 2, p = NS vs. UA e CAD, figure 2,3).  
Per tali motivi, in linfociti T di pazienti con SCA, diversamente da ERK1/2, l’attivazione di JNK 
potrebbe distinguere pazienti con infarto miocardico (nei quali JNK è fosforilato) dai pazienti con 
angina instabile in cui JNK è disattivata.  
 
p38 è attivata in linfociti T sia nell’ ischemia acuta che in quella cronica. 
Infine, l’analisi FACS ha mostrato che i livelli di p38 fosforilato sono significativamente aumentati 
in linfociti T isolati da pazienti con ischemia miocardica sia cronica che acuta (figure 2, 3). Infatti, 
si è verificato un incremento statisticamente significativo della forma fosforilata di p 38 in pazienti 
con STEMI (34 ± 27), NSTEMI (21 ± 20), angina instabile (15 ± 13) e CAD (16 ± 13) rispetto ai 
soggetti sani di controllo (p < 0.05, figure 2, 3). L’attivazione di p38 inoltre è maggiore nei pazienti 
con STEMI rispetto agli altri gruppi. 
 L’analisi di immunoblotting conferma l’attivazione differenziale di MAP-chinasi in pazienti con 
SCA. 
Successivamente sono stati convalidati i dati mediante l’analisi western blot delle MAP-chinasi 
attivate negli estratti proteici di linfociti T ottenuti da ulteriori pazienti di tutti i gruppi inclusi nello 
studio. In accordo con i dati FACS, l’analisi western blot ha mostrato che fosfo–ERK 1/2 era 
significativamente aumentata in tutti i pazienti con SCA rispetto ai pazienti con CAD e a quelli del 
gruppo di controllo (figura 4). Infine p38 era significativamente fosforilata in tutti i pazienti 
ischemici quando confrontati ai soggetti di controllo, e livelli più alti di fosfo-p38 sono stati 
riscontrati in linfociti T di pazienti con STEMI. Questi dati suggeriscono che lo stress miocardico 
acuto ed intenso prodotto dall’occlusione coronarica si associa all’attivazione di ERK 1/2 nei 
linfociti T. Un ulteriore segnale, rappresentato dall’attivazione di JNK, è attivato quando il tempo di 
schemia dura abbastanza da indurre necrosi miocardica. 
Inoltre, in accordo con i risultati sopra descritti, sia l’ischemia miocardica cronica che quella acuta 
attivano p38 nei linfociti T con una modalità dose-risposta. 
 
Sensibilità e Specificità 
Con un cut-off di 22.5 per fosfo-ERK 1/2  per i livelli di intensità di fluorescenza in linfociti T, il 
test diagnostico per l’identificazione di angina instabile rispetto alla cardiopatia ischemica cronica 
(CAD) raggiunge una sensibilità del 78% ed una specificità del 90% (tabella 2). Inoltre, adottando 
un cut-off di 13.5 lo stesso test diagnostico identificherebbe i pazienti con NSTEMI dai soggetti di 
controllo con una sensibilità del 56% ed una specificità del 84% (figura 5). Ancora più interessante, 
fosfo-JNK permette di diagnosticare uno NSTEMI con una sensibilità del 94% ed una specificità 
del 90% (cut-off 18.5), ed uno STEMI con una sensibilità del 95% ed una specificità del 100% (cut-
off di 21). 
 
L’attivazione di ERK 1/2  in linfociti T è un evento transiente in pazienti con angina instabile. 
Dal momento che è stato dimostrato che ERK 1/2 è significativamente attivato in linfociti T di 
pazienti con angina instabile in risposta ad ischemia miocardica acuta, ci è sembrato interessante 
investigare se quest’attivazione molecolare fosse correlata alla fase acuta di stress cellulare o fosse 
legata alla patologia indipendentemente dal tempo di rilevazione. Per questo motivo, in pazienti 
trattati efficacemente mediante angioplastica percutanea per angina instabile (N = 22), abbiamo 
valutato l’attivazione di ERK 1/2 nei linfociti T ad un follow-up di 180 giorni dall’evento acuto. E’ 
stato interessante notare che l’attivazione di ERK 1/2  espressa dai livelli della sua forma fosforilata       
era significativamente ridotta al follow-up a 6 mesi rispetto all’evento acuto (da 40±18 a 16±8, 
p<0.05, figura 6a-b), tornando a valori simili a quelli dei pazienti con cardiopatia ischemica cronica. 
Inoltre, considerando un follow-up intermedio di 60 giorni, si può ipotizzare che la riduzione dei 
livelli di attivazione di ERK 1/2 sia un fenomeno progressivo che inizia dopo una 
rivascolarizzazione efficace e si protrae fino alla completa normalizzazione dopo 6 mesi. Di 
conseguenza, ERK 1/2 è specificamente attivata in linfociti T durante l’ischemia miocardica acuta 
nei pazienti con angina instabile e non è influenzata da una concomitante terapia antipiastrinica. 
 
L’inibizione della HMG-CoA reduttasi riduce l’attivazione delle MAP-chinasi in linfociti T attivati 
in vitro  
Numerosi studi hanno dimostrato che il ruolo degli inibitori del HMG-CoA reduttasi è 
fondamentale nella stabilizzazione della placca aterosclerotica. In precedenti studi, il nostro gruppo 
ha osservato come la somministrazione di statine sia in grado di ridurre la proliferazione di cellule 
muscolari lisce vascolari sia in vitro che in vivo(22). Al fine di investigare il ruolo effettivo del 
trattamento farmacologico sull’attivazione dei linfociti T a distanza dall’evento acuto, sono stati 
isolati linfociti T da pazienti sani e sono state studiate le vie di trasduzione del segnale delle MAP-
chinasi mediante analisi di immunoboltting. In breve, per mimare lo stato infiammatorio, sono state 
trattate cellule T in coltura con 1000 UI/ml di interleuchina-2 (IL-2) a 37°, 5% CO2 per 15 ore; 
successivamente, sono stati somministrati 10 µmol di rosuvastatina (Rosu) in singola dose e le 
cellule raccolte 15 minuti dopo la stimolazione. La somministrazione di IL-2 determinava un 
incremento marcato dei livelli di ERK1/2 (Fig. 6c), mentre il trattamento con Rosuvastatina 
determinava una riduzione tempo-dipendente dei livelli di ERK1/2 fosforilati (attivi) in linfociti T 
in coltura. Tali risultati suggeriscono come l’attivazione di ERK1/2 nei linfociti T rappresenti un 
meccanismo continuo, responsabile del peggioramento dello stato infiammatorio e come 
l’infiammazione - sia cronica che acuta - influenzi i linfociti T circolanti. Tali risultati rafforzano 
l’importanza di un inizio precoce della terapia medica ottimale, statine incluse, nei pazienti acuti. 
 
Discussione 
Il risultato principale del presente studio è rappresentato dall’osservazione che MAP-chinasi sono 
attivate in maniera differenziale nei linfociti T di pazienti con SCA, in relazione alla presentazione 
clinica. In particolare, un incremento significativo di fosfo-ERK 1/2 è stata osservata in tutti i 
pazienti con SCA, indipendentemente dalla presenza di necrosi miocitaria. In contrasto, i livelli di 
attivazione di fosfo-JNK erano significativamente elevati solo in pazienti con infarto miocardico 
acuto ma non in quelli con angina instabile. Infine, fosfo-p38 è risultata essere attivata in tutti i 
pazienti con aterosclerosi, ivi inclusi i pazienti con SCA e cardiopatia ischemica cronica. E’ 
interessante notare come questi risultati non siano correlati con l’estensione della coronaropatia 
(tabella 1). I biomarcatori rappresentano uno strumento clinico fondamentale, in particolar modo 
nell’indirizzare il percorso diagnostico-terapeutico in caso di dolore toracico o sindrome coronarica 
acuta (5). La troponina I (cTn I) costituisce il paradigma di un moderno utilizzo clinico di 
biomarcatori nell’identificazione di pazienti ad alto rischio, per i quali specifici interventi 
terapeutici potrebbero essere implementati al fine di modificare il rischio associato (33). Infatti, una 
volta stabilito che non vi è stato rilascio di cTnI, una sospetta SCA può essere inquadrata come 
angina instabile. D’altronde, la diagnosi di infarto miocardico (IM) si basa sul rialzo di un 
biomarcatore di necrosi, misurabile nel sangue (25). Inoltre, un precedente lavoro ha riportato che 
l’attivazione di cellule T mediata dalla beta2-integrina è incrementata nei pazienti con angina 
instabile e severa cardiopatia ischemica indipendentemente dai livelli di troponina cardiaca (24), e 
potrebbe rappresentare una strategia che consentirebbe di identificare i pazienti a rischio di infarto 
prima che si instauri la necrosi miocardica. Per tale motivo, la diagnosi di infarto miocardico 
potrebbe essere anticipata, potendo osservare la positivizzazione di marcatori antecedente 
l’elevazione dei marcatori di necrosi miocardica (2, 3, 8, 9, 37, 38). Ad oggi, l’angina instabile 
rappresenta ancora una diagnosi difficile in una considerevole percentuale di pazienti. Nei soli Stati 
Uniti sono circa 5.3 milioni i pazienti che giungono ogni anni in pronto soccorso con dolore 
toracico. Di questi sono poi approssivamente 1.4 milioni quelli che vengono ospedalizzati con 
diagnosi di angina instabile e NSTEMI. Una corretta diagnosi ed il conseguente trattamento dei 
pazienti con angina instabile rappresenta ancora un punto critico per i medici, a causa della 
mancanza di un marcatore in grado di identificare l’ischemia miocardica in assenza di necrosi (15, 
16). E’ universalmente riconosciuto che il fenomeno della trombosi coronarica stia alla base delle 
complicanze acute dell’aterosclerosi, quali l’angina instabile e l’infarto miocardico acuto. Esiste un 
consenso universale sul fatto che l’infiammazione abbia un ruolo chiave nella fisiopatologia di tali 
fenomeni (15). Il fumo di sigaretta, notoriamente associato all’innesco di processi infiammatori, si 
associa ad un numero ridotto di cellule progenitrici endoteliali circolanti, con conseguente maggiore 
incidenza di complicanze trombotiche (11). A tale proposito, è stato dimostrato come l’effetto del 
polimorfismo del gene della glutatione S-trasferasi fosse più marcato nei fumatori affetti da CAD 
(44). A conferma di ciò, l’infiammazione cronica indotta dal fumo è sufficiente ad incrementare le 
forme attivate di tutte le MAP-chinasi. Tuttavia, il presente studio dimostra per la prima volta che i 
livelli di fosfo-ERK-1/2 sono significativamente elevati in presenza di una SCA o di una angina 
instabile, rispetto al gruppo CAD. La ricerca ha fatto emergere un crescente numero di nuovi 
candidati marcatori nel contesto dell’ischemia miocardica; tuttavia, questi marcatori devono ancora 
essere incorporati nell’uso clinico (5). Indicatori non invasivi di diversi fattori che contribuiscono in 
maniera indipendente alla progressione della malattia cardiovascolare, come l’infiammazione e la 
trombosi, potrebbero aggiungere informazioni complementari a quelle attualmente disponibili (32). 
Infatti, nuovi biomarcatori di infiammazione, come la proteina C reattiva (PCR) e la 
mieloperossidasi, e biomarcatori della trombosi, come il ligando CD40 ed il fattore di von 
Willebrand, hanno dimostrato un valore prognostico indipendente in pazienti con cardiopatia 
ischemica stabile ed instabile (5, 33). In aggiunta, è stato dimostrato che i livelli sierici di LOX-1 
(lectin-like oxydized LDL receptor-1) sono significativamente aumentati in pazienti con SCA (16). 
Recentemente, il nostro gruppo ha dimostrato, attraverso l’uso dell’analisi proteomica del siero, che 
la proteina che lega la vitamina D è significativamente aumentata nel siero di pazienti con STEMI 
(14). 
Il ruolo dell’infiammazione sistemica e dell’attivazione linfocitaria nel corso di SCA è ampiamente 
riconosciuto (34). Osservazioni indipendenti hanno infatti riportato un incremento del numero di 
cellule T attivate ed un aumento della concentrazione di IgM nel circolo di pazienti con angina 
instabile. In particolare, percentuali significativamente più elevate di cellule T-helper (CD41) 
circolanti sono state riscontrate in pazienti con SCA rispetto ai controlli. Linfociti T attivati sono 
anche più frequentemente rilevabili nel sangue periferico di pazienti con SCA (9, 26, 28, 30). Studi 
precedenti hanno mostrato l’utilità di interventi mirati in tali pazienti, come l’uso dell’ecografia 
intravascolare con istologia virtuale per prevenire la microembolizzazione coronarica 
periprocedurale dopo PCI (6, 7). A tale riguardo, l’efficacia mostrata dalle statine e dai farmaci 
antipiastrinici nel trattamento della rottura di placche infiammatorie si traduce in una riduzione del 
carico trombotico riscontrato all’angiografia coronarica (17). Il presente studio dimostra per la 
prima volta che i livelli di ERK 1/2 fosforilata, misurati con metodica FACS, potrebbero 
rappresentare un importante marcatore nella stratificazione del rischio di pazienti acuti. Tale potere 
predittivo veniva esercitato indipendentemente dalla terapia farmacologica in corso. A conferma di 
tale osservazione, nessuna differenza significativa è stata rilevata nei sieri 24 ore dopo la 
somminisrazione di clopidogrel rispetto ai valori basali. Dati sperimentali suggeriscono che gli 
inibitori della HMG-CoA reduttasi possono influire sulle MAP-chinasi nel contesto delle SCA. Nel 
presente studio, il pretrattamento con statina era capace di ridurre l’attivazione di ERK1/2 indotta 
dall’interleuchina 2. 
Purtroppo, i dati del presente lavoro non consentono di verificare tale ipotesi in un contesto clinico, 
poiché la maggior parte dei pazienti arruolati erano già in trattamento con differenti tipi e dosaggi di 
statine, rendendo difficile la valutazione dell’impatto delle statine sulle MAP-chinasi. 
E’ noto che la famiglia delle MAP-chinasi ricopre un ruolo critico nella trasduzione e nella 
regolazione dei segnali intracellulari. Queste proteine formano complesse reti di segnali che 
possono essere indotte da un’ampia serie di stimoli esterni e possono raggiungere effetti cellulari 
altamente specifici attraverso molti meccanismi regolatori (31). L’infiammazione così come altri 
stimoli di varia natura attivano le MAP-chinasi ed in particolare le tre cascate JNK, ERK 1/2 e p38 
(10, 22). La cascata di ERK 1/2 risponde principalmente allo stimolo di segnali di crescita e di 
citochine infiammatorie. JNK e p38 sono entrambe definite MAP-chinasi attivate dallo stress a 
causa della loro risposta selettiva a vari fattori di stress fisici e chimici (come raggi ultravioletti, 
shock osmotico, infezioni e citochine). La valutazione delle MAP-chinasi in pazienti con SCA, 
prima e dopo PCI, non è stata accompagnata da variazioni dell’attività di fosfo-ERK 1/2. Questo 
risultato è stato precedentemente osservato in altri studi, che hanno dimostrato come l’attivazione 
dei recettori epatici X inibisca la migrazione di linfociti CD4 (45). Recentemente, un incremento dei 
livelli di MAP-chinasi sono stati riscontrati in cellule leucocitarie isolate da pazienti ipertesi con 
valori pressori non controllati, rinforzando quindi l’ipotesi che in diverse patologie cardiovascolari, 
le MAP-chinasi possano essere utili biomarcatori, in grado di riconoscere diversi processi 
fisiopatologici in una fase precoce (12). Per questo motivo, abbiamo valutato se le proteine MAP-
chinasi siano attivate nei linfociti T circolanti in risposta all’ischemia miocardica acuta in pazienti 
con SCA. La forma fosforilata di ERK 1/2 nei linfociti T è risultata essere considerevolmente 
maggiore in pazienti con angina instabile, NSTEMI e STEMI rispetto a quelli con CAD ed ai 
soggetti di controllo. D’altronde, i livelli di fosfo-ERK 1/2 non erano significativamente aumentati 
in pazienti con CAD rispetto a controlli sani. E’ stato poi interessante notare come JNK sia 
significativamente fosforilata in linfociti T di pazienti con SCA con positività dei marcatori di 
necrosi - come lo STEMI ed il NSTEMI – ma non in pazienti con angina instabile senza evidenza di 
necrosi miocardica. Una spiegazione meccanicistica per l’attivazione differenziale delle MAP-
chinasi potrebbe essere offerta dalla presenza di stimoli differenti nel contesto dell’angina instabile 
rispetto all’infarto miocardico acuto. Alcuni studi hanno già dimostrato come l’ipossia, l’ischemia e 
l’ischemia/riperfusione inducano le MAP-chinasi e variazioni a livello trascrizionale nei miociti 
cardiaci. Stress cellulari, incluso l’ipossia, sono in grado di attivare p38 e JNK, mentre l’attivazione 
di ERK 1/2 mediata dall’ischemia/riperfusione resta un meccanismo controverso. In questo studio, 
la fosforilazione di tutte le MAP-chinasi era incrementata in corso di infarto miocardico acuto, 
mentre ERK 1/2 era aumentata nell’angina instabile, in assenza di modifiche dell’attivazione di 
JNK. In tale contesto, abbiamo riscontrato che la finestra temporale dell’attivazione di ERK 1/2 e 
p38 è differente da quella di JNK. Infatti, l’attività delle MAP-chinasi ERK 1/2 e p38 aumenta più 
rapidamente rispetto a quella di JNK. In aggiunta, JNK è attivata da citochine proinfiammatorie e 
da fattori di stress ambientale, come il TNF (tumor necrosis factor) e l’irradiazione ultravioletta, 
mentre l’attivazione di ERK 1/2 coinvolge la via di trasduzione di Ras. E’ interessante notare che, 
sebbene le vie del segnale di JNK siano molto simili a quelle di p38, nella maggior parte degli studi 
in vitro è stato riportato che la cinetica temporale dell’attivazione di JNK è differente da quella di 
p38 in un modello di legatura di arteria coronaria di ratto. L’infiammazione della regione infartuata 
potrebbe indurre l’attivazione di JNK. In conclusione, nel presente studio la valutazione 
dell’attivazione delle MAP-chinasi in linfociti T di pazienti con SCA ha dimostrato una buona 
efficacia diagnostica, essendo inoltre in grado di evidenziare l’ischemia miocardica acuta prima 
dell’insorgenza di necrosi miocardica. Infatti, i pazienti con angina instabile ma senza evidenza di 
necrosi miocardica presentano attivazione di ERK 1/2 ma non di JNK, laddove i linfociti T di 
pazienti con STEMI e NSTEMI presentano livelli aumentati della forma attiva sia di ERK 1/2 che 
di JNK. 
 
Limitazioni dello studio 
Questo studio è stato condotto per valutare  l’attivazione molecolare dei linfociti T in una 
popolazione relativamente piccola di pazienti con SCA. Per confermare il ruolo potenziale 
dell’attivazione delle MAP-chinasi per la diagnosi e la stratificazione del rischio dei pazienti con 
sindrome coronarica acuta, sono necessari ulteriori studi prognostici, di maggiore ampiezza e 
randomizzati. Ulteriori studi potrebbero inoltre meglio definire l’esatta cinetica temporale 
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Tabella 1 Caratteristiche cliniche e parametri biologici della popolazione.  
 
Tutti i valori sono espressi come media  ± DS o percentuale. 
I confronti statistici sono stati eseguiti applicando il test ANOVA. Per al valutazione della PCR, è stato applicato 
il test t di Student con la correzione di Bonferroni. 
CTRL volontari sani dalla banca dei donatori, CAD cardiopatia ischemica cronica, UA angina instabile, NSTEMI 
infarto miocardico senza sopraslivellamento del tratto ST, STEMI infarto miocardico con sopraslivellamento del 
tratto ST, EF frazione di eiezione, hsCRP proteina C reattiva ad alta sensibilità, cTnI isoforma cardiaca della 
subunità I del complesso delle troponine, CK creatin-chinasi, Pro-BNP precursore del peptide natriuretico 
cerebrale 
*p < 0.05 versus CTRL, #p < 0.05 versus CAD, +p< 0.05 versus UA, §p<0.05 versus NSTEMI  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  
Tabella 2 Performance diagnostica dei campioni	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Figura 1 I livelli delle forme attivate di ERK 1/2 , JNK e p38 sono aumentati in linfociti T ma non in linfociti B durante 
SCA. L’analisi FACS mostra che ERK 1/2, JNK e p38 sono specificamente attivate (fosforilate) in linfociti T CD3+ 
mentre sono sostanzialmente non fosforilate in linfociti B CD19+ di pazienti con sindrome coronarica acuta. La figura 
riporta i risultati in un paziente con NSTEMI, a titolo esemplificativo.  
 
 
Figura 2 Attivazione differenziale delle MAP-chinasi in linfociti T di pazienti con SCA. L’analisi FACS mostra diversi 
pattern di espressione di fosfo-ERK 1/2, fosfo-JNK e fosfo-p38 in linfociti T di pazienti con SCA, (UA = angina 
instabile, NSTEMI = infarto miocardico senza sopraslivellamento del tratto ST, STEMI = infarto miocardico con 




Figura 3 Attivazione di ERK 1/2, JNK e p38 in linfociti T di pazienti con SCA. L’intensità di fluorescenza di fosfo-
ERK 1/2 è stata significativamente più elevata in pazienti con angina instabile, NSTEMI e STEMI ma non in pazienti 
con angina stabile, rispetto ai controlli (*p<0.05 vs. CTRL). E’ stato osservato un incremento statisticamente 
significativo nell’intensità di fluorescenza di fosfo-JNK solo in pazienti con SCA associate a necrosi miocardica 
(p<0.05 vs. CTRL), laddove i livelli di fosfo-JNK nei pazienti con angina instabile non erano significativamente 
aumentati rispetto ai pazienti con cardiopatia ischemica cronica ed ai controlli. Un aumento statisticamente significativo 
di intensità di fluorescenza di fosfo-p38 è stata rilevata in tutti i pazienti con aterosclerosi coronarica (pazienti acuti e 









Figura 4 l’analisi di immunoblotting conferma l’attivazione differenziale delle MAP-chinasi in linfociti T di pazienti 
con SCA. (A) Analisi western blot rappresentativa, che mostra la fosforilazione di ERK1/2 ed i livelli di MAPK in 
pazienti con SCA. (UA, N=6; NSTEMI, N=6; STEMI, N=6), angina stabile (CAD, N=5) e soggetti di controllo (CTRL, 












Figura 5 Dati di Sensibilità e Specificità ottenuti con le curve ROC. Curve ROC di fosfo-ERK 1/2 e fosfo-JNK per la 
diagnosi di SCA (a-c) ed NSTEMI (d) in pazienti consecutivi sottoposti a coronarografia.  La frazione dei veri-positivi 












Figura 6 Attivazione transiente delle MAP-chinasi in linfociti T in vivo e in vitro. (A) Immunoblot rappresentativo che 
confronta fosfo-ERK 1/2 nell’angina instabile (UA) e nella cardiopatia ischemica cronica (CAD), entrambe con le 
rispettive valutazioni al follow-up. (B) La barra dei grafici mostra l’intensità di fluorescenza di fosfo-ERK 1/2 nei 
linfociti T di 22 pazienti al momento del ricovero per angina instabile e dopo 2 e 6 mesi (40 ± 18; 35 ± 11; 16 ± 8, 
rispettivamente, p<0.05). Nessuna variazione significativa dei livelli di fosfo-ERK 1/2 è stata osservata nella 
popolazione con CAD. (C) I linfociti T sono stati raccolti da soggetti sani e messi in coltura in assenza (CON) o in 
presenza di 1.000 UI/ml di interleuchina-2 (IL-2); l’attivazione di ERK 1/2 è stata valutata dopo 15 minuti e 15 ore 
dalla somministrazione di Rosuvastatina (Rosu).   
